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論文内容要旨
 K+チャネル開口薬の血管弛緩機序は一般的に膜電位をK†平衡電位に近づけるという過分極
 作用により,電位依存性Ca2+チャネルを脱活性化して平滑筋を弛緩すると考えられている。し
 かし最近の研究により細胞内Ca2+貯蔵部位へのCa2+取り込みやCa2+放出をK+チャネル開口
 薬が直接抑制する可能性が示唆されてきている。そこでK+チャネル開口薬の別の弛緩機序を明
 らかにする目的で,アゴニストのU46619(トロンボキサンA2類似体)による冠動脈の収縮に
 対するK+チャネル開口薬cromakalimとKi4032の作用について検討した。
 【方法】
 イヌあるいはブタの左冠動脈を摘出し,内皮を除去し反転し,リング標本を作製した。そして
 fura-2法により,細胞内Ca2+濃度と張力の同時測定を行った。各実験の前に90mMKC1-PSS
 による収縮を10分間行い,収縮前の値と90mMKC1-PSSによる収縮の10分値の差を100%と
 してその後の実験反応を%表示した。またAmershamのラジオイムノアッセイキットにより種々
 の条件下でU46619のイノシトール三リン燐酸(IP,)の産生量を測定した。
 ζ結果】
 1.イヌ冠動脈を用いた実験では,細胞外Ca2+(2.5mM)存在下では,U46619(300nM)に
 より細胞内Ca2+濃度と張力はphasicおよびtonicな上昇を認めた。細胞内Ca2+濃度と張力の
 ピーク値は各々約40%と約60%であった。Cromakalim(10μM)またはKi4032(100μM)
 の存在下でほぼ完全にこの上昇は抑制された(n-6)。
 2.細胞外Ca(2.5mM)非存在下では,U46619はphasicな細胞内Ca2+濃度の上昇とそれに
 伴う張力の上昇をみた。細胞内Ca2+濃度と張力のピーク値は各々約18%と約32%であった。
 CromakaHm(0.Oi-10μM)とKi4032(0.1-100μM)はこの細胞内Ca2+濃度と張力の上昇
 を濃度依存的に抑制した。Cromakalimの細胞内Ca2+濃度と張力に対するpD・値は各々6.88±
 0.38,6.85±0.38であり,Ki4032のこれらの値は各々5.67±0.56,4.96±0.14であった(n-4-6)。
 またブタ冠動脈を用いた実験でもU46619はphasicな細胞内Ca2+濃度の上昇とそれに伴う張力
 の上昇をcromakalim(10μM)は抑制した。
 3.このcromakalimとKi4032の抑制作用は非特異的K+チャネル遮断剤のTBA(tetra-
 butylammonium)で拮抗され,20mMKCl-PPSによる脱分極により打ち消された(n=4-6)。
 尚,細胞外Ca2+非存在下ではTBAおよび20mMKC1-PSSによる脱分極はU46619の作用に影
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 響を与えなかった。
 4.CromakalimとKi4032はcaffeine(25mM)による細胞内Ca2+遊離作用を抑制しなかっ
 た。
 5.イヌ冠動脈においてU46619(300nM)によりIP3は,基礎値2.0±0.6pmol/mgから,20
 秒時にピーク値5.6±0.7pmol/mgに上昇し,300秒後には基礎値近くまで戻った。Cromakahm
 (10μM)はこの上昇を有意に抑制し,TBAや20mMKCI-PSSによる脱分極によりこの抑制作
 用は拮抗あるいは打ち消された。またブタ冠動脈においても同様の結果を得た。
 匿考察】
 冠動脈においてcromakahmとKi4032はトロンボキサンA2類似体のU46619による細胞内
 Ca2+放出作用を抑制するがcaffeineによる放出作用は抑制しないことが明らかとなった。また
 このK+チャネル開口薬の抑制作用は,K+チャネル遮断剤のTBAで拮抗され,20mMKC1-PSS
 により脱分極で打ち消されたことから,K+チャネル開口薬の細胞膜の過分極作用により,
 U46619のIP3産生を抑制することに起因すると考えられた。
 従来K+チャネル開口薬は,過分極作用により電位依存性Ca2+チャネルを脱活性化して平滑
 筋を弛緩すると考えられていた。本研究によりK+チャネル開口薬がトロンボキサンA,による
 IP3生成とCa2+放出を抑制することが明らかとなった。生体内ではトロンボキサンA、は強力
 な血小板凝集作用とともに血管収縮作用を有する物質であり,心筋梗塞や脳梗塞といった虚血性
 疾患に関与すると考えられてる。従ってK+チャネル開口薬はCa2+拮抗剤と同様にCa2+流入
 を抑制するだけでなく,Ca2+拮抗剤ではみられないCa2+放出に対する抑制作用をもつのでそ
 れだけトロンボキサンA,による血管収縮を抑制することになる。
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 審査結果の要旨
 この十数年間にK+チャンネル開口薬と呼ばれる一群の薬が登場してきた。血管平滑筋に対す
 るその薬理学的作用は細胞膜のATP感受性K+チャンネルを開口し,膜電位をK+平衡電位に
 近づけるという過分極作用により電位依存性Ca2+チャンネルを脱活性化して細胞内Ca2+濃度
 を減少させ,その結果,平滑筋を弛緩すると考えられてきた。代表的なものとして抗狭心症薬と
 して使われているニコランジルがある。しかしこれは亜硝酸剤とK+チャンネル開口薬の双方の
 作用を持つN-Khybridであり,純粋なK+チャンネル開口薬ではなかった。その後,より特異
 的なK+チャンネル開口薬としてクロマカリウム,その活性左旋体レブクロマカリウムなどが開
 発され作用機序に関する研究が進んだ。血管平滑筋においてアゴニストの受容体刺激による収縮
 メカニズムは単純に細胞膜を高KClで脱分極させた時のメカニズムよりも複雑であるが,アゴ
 ニストによる収縮もK+チャンネル開口薬で効果的に抑制されることが知られるようになった。
 最近の研究により,細胞内Ca2+貯蔵部位へのCa2・取り込みやアゴニストによるCa2+放出を
 クロマカリウムが直接抑制する可能性が示唆されてきた。
 筆者はK+チャンネル開口薬の別の弛緩機序を明らかにする目的で,アゴニストのU46619
 (トロンボキサンA、類似体)による冠動脈の収縮に対するK+チャンネル開口薬クロマカリム
 とKi4032の作用について検討した。その結果,冠動脈においてクロマカリムとKi4032はトロ
 ンボキサンA・類似体のU46619による細胞内Ca2+放出作用を抑制するがカフェインによる放
 出作用は抑制しないことが明らかになった。またこのK+チャンネル開口薬の抑制作用は,K+
 チャンネル開口薬の細胞膜の過分極作用により,U46619のIP3産生を抑制することに起因する
 と考えられた。
 本研究では,トロンボキサンA,受容体を介した血管収縮は虚血性心疾患に関与すると考えら
 れることや,冠動脈はK+チャンネル開口薬による臨床的治療が有効な場所であることから冠動
 脈を実験対象として選び,トロンボキサンA、類似体を利用し,(1)イヌ及びブタ冠動脈でトロン
 ボキサンA、類似体U46619を介してよりIP3が増加すること,(21このIP3産生がU46619によ
 るCが†放出作用と実際に関係していることを示したこと,(3)K⊥チャンネル開口薬が単なる間
 接的なCa2+拮抗剤でなく,その細胞膜過分極作用でアゴニストによる1P3産生,Ca2+放出を
 抑制することを示したこと,(4)細胞膜過分極作用がホスホリパーゼCという酵素の活性を抑制
 する新しいシグナル伝達系の存在を示唆した点で独創的であり,十分学位に価すると考えられる。
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